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1.  Resumen                                                                                                                          
La rabia es una enfermedad vírica, causada por virus pertenecientes al género Lyssavirus. Es 
una zoonosis que produce una encefalomielitis, casi siempre mortal una vez que han aparecido 
los síntomas clínicos. Su distribución es mundial y aunque la incidencia real de rabia humana se 
desconoce, la OMS estima que cada año se producen en el mundo unas 55.000 muertes por 
esta enfermedad, principalmente en países en desarrollo.  
España está libre de esta zoonosis en mamíferos terrestres desde 1978. Desde esta fecha, se 
han diagnosticado varios casos de "rabia importada", en perros procedentes de Marruecos. A 
este dato hay que añadir que se han declarado una veintena de murciélagos positivos al virus 
en España. Teniendo en cuenta estos datos epidemiológicos, así como la situación geográfica 
de nuestro país como zona de paso entre Europa y países endémicos, resulta necesario 
extremar las medidas de prevención y control de la enfermedad.  
Con el fin de lograr una percepción real de la situación actual de protección y vacunación 
contra la rabia se realiza un estudio preliminar para valorar el estado inmunológico frente al 
virus causal de esta enfermedad en una muestra representativa de cánidos mediante la 
determinación de anticuerpos contra dicho virus. Se aplica una prueba serológica basada en un 
ELISA indirecto como técnica inmunológica admitida por la OIE para la detección cualitativa de 
anticuerpos contra la rabia en muestras de sueros individuales con el objeto de determinar si 
los animales presentan seroconversión tras su vacunación. 
El estudio se ha llevado a cabo sobre 17 muestras, procedentes de perros del Albergue 
Sanitario de Movera (Zaragoza). El estudio evidencia que en el 23.5 % y 5.9 % de los perros 
muestreados se ha logrado la seroconversión al presentar títulos iguales o superiores a 0.5 
UI/ml, respectivamente, mientras que el 70.6 % restante no alcanza este umbral de protección 
establecido por la OIE. 
Title: ASSESSMENT OF THE RABIES VACCINE COVERAGE  
2.  Abstract 
 
Rabies is a viral infectious disease caused by Lyssaviruses. It is a zoonotic disease characterized 
by encephalomyelitis that leads affected animals to death in most cases presenting clinical 
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signs. Its distribution is global, and despite the actual incidence in human species is yet 
unknown, WHO estimates that 55,000 deaths occur each year, mainly in developing countries. 
Spain is free of terrestrial rabies since 1978. However, several imported dog rabies (from 
Morocco) and nearly 20 bat rabies cases have been diagnosed since that date. Taking into 
account these epidemiological data and the geographical location between Europe and 
endemic countries, it results necessary to maximize control and prevention measures. 
The aim of this study was to provide actual data concerning vaccination coverage in 17 dogs 
from a shelter in Movera (Zaragoza) by preliminary study about antibody titers against rabies. 
An indirect-ELISA established by OIE was applied on all sera in order to determine the rate of 
seroconversion in animals analyzed. 
Out of the 17 samples tested,23.5 % and 5.9 % presented antibody titers equal or higher than 
0.5UI/ml, respectively. These results indicate an acceptable level of protection according to the 
OIE. The remaining samples,70.6 % did not show titles with protection levels (they were lower 
than 0.5 IU/ ml).  
3.  Introducción 
El primer registro histórico que se tiene de la rabia se sitúa en las Leyes de Eshunnna, primer 
código de la antigua Mesopotamia, con fecha de 1930 a.C. En él se dice textualmente que, "si 
un perro está loco", y el perro muerde a una persona y le causa la muerte, el dueño debe 
pagar "dos tercios de una mina de plata"(Rodríguez, 2014). 
Desde entonces se han encontrado escritos referentes a la rabia en documentos del antiguo 
Egipto (papiro de Kahun) o el imperio Romano (Cordero del Campillo, 1996). 
La rabia es una enfermedad causada por virus pertenecientes al género Lyssavirus. Es una 
zoonosis que resulta casi siempre mortal una vez que han aparecido los síntomas clínicos. 
Aunque la rabia afecta a animales domésticos y salvajes, en la mayoría de los casos humanos el 
virus se propaga por la saliva de perros domésticos infectados a través de mordeduras o 
arañazos (Ribadeau-Dumas et al., 2013). 
La rabia está presente en todos los continentes, excepto en la Antártida, pero más del 95 % de 
las muertes humanas actualmente se registran en Asia y África. Es una enfermedad 
desatendida de poblaciones pobres y vulnerables cuyas muertes raramente se notifican y que 
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no disponen o no tienen fácil acceso a las vacunas y a los tratamientos existentes. La rabia 
aparece sobre todo en comunidades rurales remotas, y los niños de 5 a 14 años son las 
víctimas más frecuentes (OMS, 2016). 
3.1 Patogenia y presentación clínica 
La enfermedad de rabia consiste en una encefalitis letal en la que se diferencian varias fases 
asociadas a su patogenia: 
- El periodo de incubación varía en cada caso, correspondiendo al periodo desde que se 
produce la infección hasta que el virus alcanza las raíces dorsales de los nervios espinales. El 
virus realiza una migración vía ascendente es decir, desde el lugar de inoculación, 
generalmente periférico, hasta el sistema nervioso central (SNC). Por lo general, este periodo 
varía entre los 14 y 90 días, dependiendo principalmente de la distancia desde el lugar de 
inoculación del virus y al SNC (Archer et al., 2014). 
- El periodo prodrómico abarca desde el momento en el que el virus se localiza en los nervios 
espinales hasta que el virus se fija en las neuronas cerebrales. Durante esta migración el virus 
se va replicando, activando el sistema inmune así como la producción de anticuerpos. No 
obstante, a pesar de dicha activación, no se logra responder a tiempo para frenar el progreso 
de la infección. 
Aparecen síntomas inespecíficos como fiebre, dolor muscular, ansiedad y vómitos, entre otros 
(Susilawathi et al., 2012; Udow et al., 2013). 
- El periodo neurológico agudo, corresponde a la multiplicación del virus a nivel del tálamo, 
ganglios basales y médula espinal. En esta fase ocurre una diseminación centrífuga del virus 
hacia los nervios periféricos, invadiendo zonas altamente inervadas, en las que también se 
multiplica (epitelio de las glándulas salivares, retina, córnea y folículos pilosos, 
principalmente). No en todos los animales ocurre esta diseminación, ya que la muerte puede 
ocurrir antes. 
Esta etapa se puede manifestar de dos formas: rabia paralítica o forma furiosa. La forma 
paralítica, también llamada rabia muda, es más común en ganado bovino y roedores. La forma 
furiosa generalmente se presenta en los mamíferos carnívoros, que son los principales 
reservorios de la enfermedad. En esta forma clínica es característico que las lesiones a nivel del 
encéfalo sean más extensas y diseminadas que las que se presentan en la médula espinal, a 
diferencia de lo que ocurre en la forma paralítica. 
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Los síntomas comunes en ambas presentaciones son: fiebre, rigidez de la nuca, parestesias, 
fasciculación muscular, convulsiones generalizadas y focalizadas, hiperventilación e 
hipersalivación. La presencia de hidrofobia es uno de los signos patognomónicos de la rabia, 
aunque es variable dependiendo de los distintos lugares geográficos (Biblioteca Médica Digital 
de la Universidad Nacional Autónoma de México, 2011). 
En la fase furiosa, se produce una inflamación a nivel cerebral y cambios en el 
comportamiento, episodios violentos y agresivos, alucinaciones, convulsiones y ataques.  
 
En las últimas fases tienen lugar episodios de parálisis de los músculos respiratorios, arritmias 
y colapsos de los órganos, debido a la encefalitis. Esto conduce al estado de coma, que puede 
durar horas o días. 
 
La tasa de mortalidad en el hombre se sitúa en el 99 % de los casos (Zubair et al., 2012; 
Rodríguez,2014). 
3.2 Etiología 
Respecto a la etiología, los virus de la rabia, son un conjunto de virus ARN de cadena simple 
pertenecientes al género Lyssavirus de la familia Rhabdoviridae. Posee dos componentes 
estructurales mayores, una ribonucleoproteína helicoidal (formada por ARN, fosfoproteína, 
polimerasa y nucleoproteína) y una envoltura, formada por glicoproteínas (proteína G) 
(Betancurth et al., 2015). 
En la actualidad se admite la existencia de doce especies de virus reconocidas por el Comité 
Internacional de Taxonomía de virus dentro de este género: virus de la rabia clásico (RABV), 
virus Lagos bat (LBV), virus Mokola (MOKV), virus Duvenhage (DUVV), lisavirus europeo de 
murciélago tipo1 (EBLV1) o tipo 2 (EBLV2), virus australiano de murciélago (ABLV), virus 
Aravan (ARAV), virus Khujand (KHUV), virus Irkut (IRKV), virus de murciélago caucásico del 
oeste (WCBV) y virus Shimoni (SHIV). Recientemente, se han descrito otros tres virus, el 
virus Bokeloh (BBLV), el virus Ikoma (IKOV) y el lisavirus de murciélago de Lleida (LLEBV), 
este último en España (en 2011). 
Aunque la enfermedad puede estar asociada a cualquiera de estos virus, la mayor parte de los 
casos informados (alrededor de 55.000 casos anuales en humanos) se deben a la infección por 
el virus de la rabia clásico (RABV), cuya distribución es mundial (Red nacional de vigilancia 
epidemiológica, 2013). 
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3.3 Trasmisión 
Respecto a la trasmisión del virus, según el contexto social y ambiental, pueden actuar como 
vector y/o reservorio del virus una especie animal u otra. Según algunos estudios 
experimentales, algunos animales infectados por el virus se han recuperado de la enfermedad, 
habiéndose detectado anticuerpos neutralizantes en suero y líquido cefalorraquídeo, 
confirmándose el verdadero estado de portador con aislamientos víricos en animales sanos 
(Gnanadurai et al., 2013). 
En cuanto a la transmisión al hombre, no hay duda del papel principal del perro (Rodríguez et 
al.,2013). 
En relación con otras especies, ningún serotipo del virus se asocia exclusivamente con el gato y 
tampoco se ha definido a los felinos como reservorios. Sin embargo, se considera que esta 
especie pueden actuar como vectores importantes en la transmisión zoonótica (Hanlon et 
al.,2005). 
Los quirópteros, conocidos comúnmente como murciélagos, son reservorios del virus de la 
rabia, es decir lo mantienen y además pueden transmitirlo a otras especies, incluida el 
hombre. El caso más evidente de la participación de los murciélagos en la epidemiología de la 
rabia se observa en el continente americano, con el genotipo 1 (RABV), asociado a los 
murciélagos hematófagos (Desmodontinae). 
Respecto a los animales salvajes, el zorro es la especie de mayor interés sobre todo en Europa 
(Gylys et al., 1998). En un futuro se prevé que el perro mapache adquiera mayor importancia 
(Rodríguez, 2014).  
 
3.4 Epidemiología 
En relación con la epidemiología de la enfermedad, algunos países han logrado erradicarla 
aplicando medidas profilácticas estrictas. En otros continentes, como África, Asia, Este y 
Centro de Europa y América, la rabia sigue siendo endémica y afecta principalmente a especies 
silvestres. En estos países en los que la enfermedad constituye una endemia, se han puesto en 
marcha medidas para gestionar y reducir el riesgo de infección en las poblaciones susceptibles, 
tanto en fauna silvestre como animales domésticos, creando una barrera entre la fuente 
animal de la enfermedad y el hombre. Para ello, se llevan a cabo campañas de vacunación 
masivas de perros, y también de animales salvajes en determinadas situaciones, campañas de 
información para la población y un mejor acceso a los servicios de atención médica 
proporcionando vacunas y sueros antirrábicos (WHO, 2004). 
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Figura 1. Distribución mundial de los niveles de riesgo de exposición a rabia en humanos. 
 
En cuanto a la situación epidemiológica en España, los territorios peninsulares e insulares 
españoles no han registrado casos de rabia en animales terrestres desde el año 1978, a 
excepción del caso de Toledo en Junio de 2013 (Pérez de Diego et al., 2015), importado de 
África. 
No obstante Ceuta y Melilla presentan casos esporádicos de rabia en perros, gatos y caballos, 
debido a su proximidad con el continente Africano, donde la enfermedad es endémica (Red 
Nacional de Vigilancia Epidemiológica, 2013). 
3.5 Inmunidad 
Respecto a la inmunidad frente a la rabia, hay que hacer referencia a una respuesta inmune 
innata y una específica o adaptativa. 
En la innata están implicadas barreras físicas, químicas y celulares, destacando entre estas 
últimas las células dendríticas y otras células fagocíticas. La respuesta inmune específica, se 
atribuye a la activación de los linfocitos T (Rodríguez, 2014). Estos linfocitos desempeñan un 
papel fundamental en la defensa frente al virus, participando tanto los CD4+ (linfocitos 
cooperadores), como los CD8+ (linfocitos citotóxicos), siendo también partícipes los linfocitos 
B. Los anticuerpos neutralizantes, IgG, bajo el control de las células Th2, poseen una función 
protectora esencial, siendo la proteína G del virus la única responsable de su inducción, 
aunque esta respuesta humoral se desarrolla muy tarde en el curso de la enfermedad. A 
diferencia de otras enfermedades producidas por virus, en este caso los linfocitos T citotóxicos 
son insuficientes para proporcionar protección frente al virus rábico (Lafon, 2007). 
La respuesta inmune marca el tipo de cuadro clínico, es decir si es rabia furiosa o rabia muda. 
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La inmunización frente al virus rabia fue descrita por primera vez en 1881por Víctor Galtier en 
corderos mediante la inoculación intravenosa de saliva de animales infectados. Pasteur en 
1884, tras prestar interés a los estudios de Galtier comenzó sus primeros trabajos en la 
creación de la vacuna antirrábica, consiguiendo crear la primera vacuna atenuada frente a la 
rabia (Pasteur, 1885).Con el paso de los años, diferentes autores fueron creando nuevas cepas 
vacunales con diferentes características (Anexo I).   
El principal modo de actuación de todas las vacunas frente a la rabia consiste en la inducción 
de la respuesta de anticuerpos con intervención de los linfocitos TCD4+. Cabe diferenciar las 
vacunas inactivadas, que inducen principalmente la activación de los linfocitos B con la 
colaboración de las células Th2 (CD4+), mientras que en las vacunas a base de 
microorganismos vivos atenuados, inducen respuesta de las células Tc CD8+ (Rodríguez, 2014).                                                                                                                                                       
Actualmente, todas las vacunas comercializadas frente a rabia, para la inmunización de 
humanos o animales domésticos, son vacunas inactivadas que contienen proteínas víricas 
intactas y que inducen una respuesta humoral. La utilización de virus vivos y recombinantes, 
que inducen una respuesta tanto humoral como celular, principalmente se limita a las especies 
silvestres, se debe a que la oferta de estas vacunas de momento es escasa y a la falta de 
estudios relacionados en los animales domésticos (Rodríguez, 2014), sin embargo hay que 
destacar la gran eficacia de dichas vacunas en las poblaciones de animales silvestres (Vos et al., 
1999). Cabe señalar que la alta tasa de mutación del virus causal constituye un problema para 
la elaboración de vacunas, pudiendo producir una baja respuesta frente a genotipos 
provenientes de otros países. 
En concreto, para la inmunización en el hombre únicamente son aceptables las que provienen 
de cultivos celulares y están libres de agentes contaminantes (WHO, 1984). Según la Agencia 
Española del Medicamento y Productos sanitarios, las vacunas Merieux (Sanofi Pasteur MSD, 
S.A.) y Rabipur  (GSK Vaccines GMBM) son las dos únicas autorizadas en España. 
Respecto a las vacunas para animales salvajes, la vacunación oral ha resultado ser la más 
efectiva. Durante las campañas europeas, frente a la rabia vulpina, se utilizaron tres tipos de 
vacunas: SAD, SAD B19 y SAG2. Recientemente se han empezado a usar vacunas 
recombinantes (Cliquet et al.,2015). 
En cuanto a la vacunación de los animales domésticos (perros, gatos y hurones), las cepas 
vacunales presentes en las vacunas autorizadas en España son: Flury LEP, vCP65, cepa 
Pasteur/RIV y cepa Pasteur VP-13 (Agencia Española del Medicamento y Productos sanitarios, 
2016). En concreto, según la Agencia Española del Medicamento y Productos sanitarios, están 
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autorizadas y comercializadas las siguientes vacunas: Etadex, Purevax rabies, Nobivac Rabia, 
Rabdomun y Rabisyva VP-13 (Anexo II). 
Acerca de la protección conferida por las vacunas, la OIE señala la necesidad de un umbral de 
protección en el título de anticuerpos frente al virus no inferior a 0.5 UI/ml de suero 
(determinado por una prueba de neutralización in vitro con anticuerpos fluorescentes). De 
hecho, este valor es la referencia en la que se basa la normativa internacional en relación con 
los desplazamientos no comerciales (Reglamento CE 998/2003). 
Según WSAVA (World Small Animal Veterinary Association), en el caso de los cánidos se 
aconseja vacunar a los 3 ó 4 meses de edad. Tras dos o más semanas, se debería comprobar la 
seroconversión. En el caso de que los animales sean seronegativos, tendrían que ser 
revacunados y posteriormente debería volver a valorarse su seroconversión. Si continuaran 
ofreciendo resultados negativos, debería considerarse su incapacidad para lograr protección 
(WSAVA, 2010). En perros menores de 16 semanas, se debería administrar una sola dosis a los 
3 meses, con revacunaciones cada año; en los animales mayores de 16 semanas, se 
recomienda una dosis con revacunación anual o cada 3 años (Anexo III).                                                                                  
4. Justificación y objetivos 
Según el Doctor Hervé Bourhy, Jefe de la Unidad de Rabia del Instituto Pasteur de París, la 
rabia es considerada una de las enfermedades más olvidadas en los países desarrollados 
(Galán, 2012). Probablemente por ello, no se está prestando suficiente consideración a los 
factores de riesgo que resultan esenciales para el control de la enfermedad, facilitando así su 
re-emergencia (Birhan et al., 2015). 
En relación con la situación real de la enfermedad en España, existen varios aspectos que 
justifican la necesidad de un estudio exhaustivo sobre ella. 
 En España se han declarado 20 casos de rabia en perros importados y otros 20 en 
murciélagos (Colegio oficial de Veterinarios de Madrid, 2013). 
 En 2014 se describió un caso de muerte en un paciente humano infectado con rabia 
residente en España que fue contagiado por la mordedura de un perro en Marruecos. 
 La entrada de perros callejeros a Ceuta y Melilla a través de las fronteras naturales 
procedentes del Norte de África, donde la rabia es endémica, es frecuente. 
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 Se ha detectado la existencia de un flujo constante y no bien controlado de entrada y 
salida ilegal de mascotas a Europa provenientes de otros países donde la rabia es 
endémica, así como de un tráfico ilegal de cachorros provenientes de Europa del Este. 
 La cobertura vacunal antirrábica en los cánidos es alta, aunque geográficamente 
heterogénea, ya que existen diferentes normativas entre las distintas Comunidades 
Autónomas en relación con su obligatoriedad.  
En Comunidades como Cataluña, Galicia y País Vasco no hay obligación de vacunar a 
los perros frente a la rabia; en Asturias la vacunación sólo es voluntaria en el caso de 
que no sea una raza potencialmente peligrosa; mientras, en el resto de CCAA existe 
dicha obligatoriedad, variando entre ellas si la vacunación es sólo obligatoria para 
perros o también lo es para hurones y gatos. Por ejemplo, en Extremadura la 
vacunación antirrábica es obligatoria para los perros a partir de 3 meses, siendo 
voluntaria y recomendada en gatos y hurones a partir de 3 meses (Decreto 207/2014), 
al igual que por ejemplo en Aragón, donde se establece la obligatoriedad de la 
vacunación anual de todos los cánidos, siendo voluntaria en las demás especies, salvo 
gatos y hurones que vayan a desplazarse a otros estados miembros de la Unión 
Europea (Proyecto de orden, 2015). Mientras que en Andalucía se establece como 
obligatoria en perros, gatos y hurones, debiendo efectuarse la primera vacunación a 
partir de los 3 meses (Boletín Oficial de la Junta de Andalucía 2010). 
 Existe una falta de supervisión por parte de las autoridades competentes para evaluar 
la población vacunada de mascotas. Además, estudios sobre la titulación de 
anticuerpos proporcionados por la vacuna antirrábica son inexistentes, por lo que el 
grado de protección real en la población es desconocido.   
Todos estos factores constituyen un peligro latente que podría desencadenar la re-emergencia 
de casos de rabia, tanto en perros como en otras especies animales; o lo que sería fatal, casos 
de muerte por rabia en humanos.  
Además, la información y concienciación de las medidas para prevenir la rabia en todos los 
sectores, así como de las pautas a seguir en caso de la agresión por un mamífero terrestre y 
especialmente un murciélago, es todavía muy escasa.  
Por otra parte resulta imprescindible tener en cuenta los múltiples factores que pueden influir 
en la eficacia de la vacunación, pudiendo depender de: tipo de vacuna, número de 
vacunaciones (proporcionando dos aplicaciones una mejor inmunidad), raza (si se trata de 
puras o cruces), tamaño del animal, edad (se presenta un menor título de anticuerpos en 
perros menores de 6 meses y mayores de 5 años, según lo demostrado en varios estudios; 
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Mansfield et al., 2003) o número de días transcurridos desde la vacunación a la toma de 
muestras. 
El objetivo del trabajo planteado consiste en valorar el estado inmunológico frente al virus de 
la rabia en una muestra de cánidos mediante la determinación de anticuerpos específicos. 
Se trata de un estudio preliminar sobre una muestra de la población de cánidos en la provincia 
de Zaragoza en el que se pretende determinar el porcentaje de la población que, según la OIE, 
presenta protección real frente al virus al superar el título de 0.5 UI/ ml de anticuerpos 
mediante la técnica inmunológica que se va a aplicar. 
5. Metodología 
Para la realización de este trabajo se ha aplicado una técnica inmunológica basada en la 
utilización de un ELISA indirecto. Para ello, se utilizó un kit comercial validado y certificado  por 
la OIE para lograr el objetivo planteado, PLATELIA™ RABIES II KIT. Mediante esta técnica, es 
posible la detección y valoración in vitro de las IgG frente a la glicoproteína del virus de la rabia 
en suero (de perros, gatos y zorros), que según los estudios realizados, presenta una 
especificidad del 100 % y una sensibilidad del 78.2 % (Wasniewski et al., 2014). 
La prueba se basa en el uso de una técnica de inmunoanálisis enzimático, con fase sólida 
denominado ELISA indirecto. El antígeno utilizado consiste en la glicoproteína del virus de la 
rabia extraída a partir de la membrana del virus inactivado y purificado. El conjugado 
enzimático usado para su visualización consiste en una proteína A de Staphylococcus aureus 
asociado con peroxidasa. En el desarrollo de la técnica, siempre deben incluirse los controles 
positivos y negativos, que han sido calibrados con los patrones de la OIE, y que permiten la 
determinación cualitativa o cuantitativa del título de anticuerpos contra el virus de la rabia en 
el suero problema. 
Tras la extracción de muestras de sangre sin anticoagulante se obtuvo el correspondiente  
suero de cada muestra mediante centrifugación a 3000 rpm. 
Posteriormente, se siguió el protocolo establecido por la casa comercial (Anexo IV), que 
consiste básicamente en: 
1. A partir de cada muestra serológica se recogen 10 µl y se añaden  990 µl de diluyente 
en tubos eppendorf para lograr una dilución 1:100. Lo mismo para cada uno de los 
controles: R3 (control negativo), R4a (control positivo) y R4b (control positivo). 
Siempre por duplicado. 
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2. Se homogenizan suavemente todas las muestras y los controles. 
3. Se distribuyen 100 µl de los controles y de las muestras en cada uno de los pocillos de 
la microplaca. 
4. Se cubre la microplaca con una película autoadhesiva para proceder a la primera 
incubación a 37C durante 60 minutos. Durante esta incubación, los anticuerpos frente 
al virus de la rabia presentes en la muestra se unen a la glicoproteína que recubre los 
pocillos de la microplaca. 
5. Tras la incubación, se realizan 3 lavados con la solución de lavado (1:10) para eliminar 
los anticuerpos no unidos y otras proteínas séricas. 
6. Se añaden 100 µl del conjugado (R7, 1:100) en cada pocillo de la microplaca con la 
pipeta multicanal. 
7. Cubierta la microplaca con la película adhesiva, se realiza la segunda incubación de 60 
minutos a 37C. La proteína A marcada, es decir el conjugado, se une a los complejos 
antígeno-anticuerpo adheridos. 
8. Se realizan 5 ciclos de lavado. 
9. Se añaden 100  µl de solución de desarrollo enzimático (R8+R9, 1:11) en cada pocillo. 
La presencia de complejo inmune se demuestra por el agregado de una solución que 
contiene un sustrato de peroxidasa y un cromógeno (R8+R9), lo que inicia una reacción 
que genera color. 
10. Se incuba a temperatura ambiente durante 30 minutos en oscuridad.  
11. Se añaden 100 µl de solución de parada (R10) en cada pocillo para frenar la reacción 
colorimétrica. 
12. Se lleva a cabo la lectura mediante el espectrofotómetro (densidad óptica: 450-620  
nm). Los valores obtenidos serán proporcionales a la cantidad de anticuerpos frente al 
virus de la rabia presente en las muestras.  
Para el desarrollo del trabajo experimental, se han tomado muestras de sangre venosa de 17 
perros, procedentes del Albergue Sanitario Provincial, ubicado en el barrio de Movera 
(Zaragoza), respetando siempre las normas y protocolos establecidos por la Comisión Ética 
Asesora para la Experimentación Animal de la Universidad de Zaragoza. 
El protocolo que se sigue cuando un animal adulto llega al refugio es: el mismo día de la 
llegada se le realiza un examen clínico, una desparasitación interna y externa y la vacunación 
antirrábica, justo después es alojado en una zona de cuarentena durante 2 días. Si se trata de 
un cachorro, se aplica el mismo protocolo además de las vacunas específicas para su edad 
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(vacunación frente a Moquillo, Hepatitis canina, Parvovirus y Parainfluenza), ampliándose la 
cuarentena a 7 días.  
La muestra de cánidos sometidos a este estudio estaban vacunados frente a rabia por el 
veterinario del Albergue Sanitario en su totalidad, salvo los animales 14 - 17, que fueron 
vacunados justo después de la extracción de sangre. 
6. Resultados y discusión 
Para la interpretación de los resultados, el primer paso consistió en validar los controles 
positivos y negativos siguiendo las indicaciones de la casa comercial. 
La absorbancia de cada control negativo individual debe ser menor a 0.05, los valores del 
control positivo R4a deben estar comprendidos entre 0.300 y 1.200 y todos los valores del 
control positivo R4b deben encontrase entre 1.500 y 3.500. La prueba debe repetirse si al 
menos uno de los controles está fuera del rango establecido (Anexo V). 
En el presente estudio los valores de R3 (control negativo) fueron 0.015 y 0.007; los valores de 
R4a (control positivo) resultaron 0.427 y 0.413; y los valores de R4b (control positivo), fueron 
2.548 y 2.602, por lo que al encontrarse todos ellos dentro del rango de validación, no fue 
necesaria su repetición.  
En cuanto al análisis de los valores obtenidos a partir de las muestras problema (Tabla 1), las 
indicaciones de la casa comercial establecen que (Anexo VI): 
- Un valor de seroconversión mayor de 0.5 UI/ml equivale a que la densidad óptica de la 
muestra sea mayor o igual que la media de los controles positivos R4b (es decir, >2.575).  
- Una seroconversión de 0.5 UI/ml corresponde a una densidad óptica comprendida entre la 
media de los controles positivos R4a y R4b (en este caso, entre 2.575 y 0.420). 
- Una falta de seroconversión equivale a que la densidad óptica de las muestras se encuentre 
por debajo de valor de R4a (es decir, < 0.42). 
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Tabla 1. Título de anticuerpos y consecuente estado de los animales en función 
de los valores de densidad óptica obtenidos mediante la técnica utilizada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Analizando específicamente los datos correspondientes a los animales de los que se tomó la 
sangre previamente a su vacunación (14 – 17), se observa que aunque no presentan una 
titulación mayor o igual a  0.5 UI/ml, presentan cierto título de anticuerpos que podría deberse 
a la inmunidad materna conferida en el periodo de lactación (Kasempimolporn et al., 1996) o a 
que,  aunque no se disponga de esta información, hubieran sido vacunados con anterioridad. 
En su conjunto, de todas las muestras analizadas, 4 se encuentran con valores de 
seroconversión de 0.5 UI/ml (23.5 %), 1 presenta valores por encima de 0.5 UI/ml 
(representando un 5.9 %) y 12 no presentan seroconversión (70.6 %, Figura 2). 
 
 
Figura 2. Distribución de porcentajes en función de las concentraciones de anticuerpos 
antirrábicos neutralizantes determinados en los cánidos estudiados. 
71%
23%
6%
Concentración de anticuerpos neutralizantes en la población 
canina estudiada
<0,5 UI/ml
0,5 UI/ml
>0,5 UI/ml
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En un estudio realizado por la Universidad de Montevideo en 2011, aplicando la misma técnica 
inmunológica a muestras de perros procedentes de un Hospital Veterinario entre los animales 
con historia de vacunación, el 36 % presentaron títulos superiores a 0.5 UI/ml y el 64 % de los 
animales no tenían títulos con niveles de protección (Moreno et al., 2012). Por lo que las 
muestras procedentes del estudio descrito aquí presentan un porcentaje de seroconversión 
menor que las analizadas en la ciudad uruguaya. Esta discrepancia podría deberse a la 
diferencia entre ambas poblaciones, puesto que en el Albergue Sanitario se recogen 
normalmente perros vagabundos que presentan alto nivel de estrés y desnutrición y al 
Hospital acuden con propietario y tienen mayores cuidados. Además, como se ha indicado en 
el apartado de Metodología, en el Albergue el primer día los animales se manipulan, se 
desparasitan y vacunan, por lo que la capacidad de su sistema inmune para lograr anticuerpos 
suficientes para una seroconversión, disminuye con total certeza. Por otra parte, el tamaño de 
la muestra en el presente estudio era menor, por lo que también puede alterar los porcentajes 
obtenidos. Consecuentemente, la ampliación de la muestra a partir de este estudio preliminar 
a un mayor número de animales y diferentes procedencias constituye un objetivo futuro de 
gran interés e imprescindible para confirmar las conclusiones extraídas.    
Entre los factores que pueden influir en el nivel de protección frente a rabia alcanzado por el 
animal tras su vacunación, se incluye, como ha sido mencionado, el estado nutricional y 
sanitario del animal; pero también la composición de la vacuna, su capacidad inmunogénica, 
su correcta administración e incluso su forma de conservación (es necesario un mantenimiento 
de la vacuna a temperaturas comprendidas entre los 2C y los 8C; a temperaturas mayores 
conservan su estabilidad pero disminuye su poder antigénico; Organización Panamericana de 
la Salud, 2005). Desde el punto de vista sanitario, todos estos aspectos deben ser considerados 
de forma integral como factores influyentes en una respuesta inmune adecuada (Moreno et 
al.,2012) 
Según estudios publicados se ha concluido que las razas pequeñas generan más anticuerpos 
vacunales que las razas más grandes, y en particular los Dobermann y Rottweiler presentan 
menores tasas de respuesta humoral, incluso se recomienda una vacunación de refuerzo para 
razas de mayor tamaño (Kennedy et al.,2007). Sin embargo, en el nuestro se observa que las 
razas grandes presentan una seroconversión de un 40 %, mientras que las razas medianas 
presentan una seroconversión del 25 % (Figura 3). 
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Figura 3. Distribución de perros protegidos y no protegidos en función de su tamaño. 
 
En cuanto al nivel de protección vacunal en función de la raza, la tasa de seroconversión en el 
estudio realizado se observó mayor en animales mestizos en relación con la de animales 
resultantes de un cruce con perros de razas potencialmente peligrosas y razas puras (Tabla 2). 
 
Tabla 2. Distribución del nivel de anticuerpos neutralizantes en función de la raza. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para valorar el posible efecto de la edad de los animales en su estado inmunológico frente al 
virus rabia, la distribución de grupos se llevaría a cabo idealmente en base a la edad de 
comienzo de pauta de vacunación recomendada (menores de 3 meses, entre 3 y 12 meses, 
mayores de 1 año). Sin embargo, en este estudio no se ha podido llevar a cabo así, por lo que  
se ha estudiado por cohortes de edad. El resultado obtenido indica que un 14.3 %, 20 %, 75 y 0 
%  de los animales de 1, 2, 3 y 4 años respectivamente, presentan seroconversión (Figura 4). 
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Figura 4. Número de cánidos protegidos y no protegidos teniendo en cuenta su edad. 
 
Según las observaciones de estudios anteriores, los máximos valores en la titulación de 
anticuerpos frente al virus estudiado se alcanzan a los 28 días post-vacunación y descienden al 
avanzar el tiempo post-vacunación, siendo muy rápida la respuesta inmune en la revacunación 
(Moreno et al., 2012). En este estudio, los animales en los que había transcurrido más de un 
año de diferencia entre su vacunación y la extracción de sangre presentaban el mayor 
porcentaje de seroconversión, un 50 %, mientras que los animales en los que no había 
transcurrido un año entre ambos procedimientos presentaban un porcentaje de 
seroconversión menor, de un 26.7 % (Figura 5). Se ha propuesto como limitación de las 
técnicas inmunológicas el hecho de que animales recién vacunados presentaran un estado de 
seroconversión insuficiente o indetectable debido a una respuesta inmunológica tardía 
(Reglamento CE 998/2003). Esta ampliación en el tiempo de conformación de la respuesta en 
el animal frente al virus, podría justificar también los resultados de seroconversión que se 
acaban de referir en relación con el tiempo post-vacunación.  
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Figura 5.Estado de protección frente a la enfermedad teniendo en cuenta los días 
transcurridos entre la vacunación y la extracción de la muestra de sangre para el análisis 
serológico. 
 
Por último, se sabe que ciertas patologías como, traumatismos, quemaduras, infecciones 
(Parvovirus, FIV, FeLVo Moquillo), parasitosis (Leishmania, Demodex o Toxoplasma), alergias, 
fallo renal o pérdida de proteínas, leucemia, linfoma, mieloma, ciertas endocrinopatías como 
la diabetes mellitus, hiperadrenocorticismo, tiroidopatías, problemas metabólicos, obesidad, 
intervenciones quirúrgicas, quimioterapia / radioterapia oncológica, inmunosupresión 
iatrogénica o estrés asociado a situaciones concretas como destete precoz, frío intenso, 
anestesia, transportes o hacinamientos, ejercicio intenso, gestación, inmadurez neonatal o 
senescencia, pueden afectar al estado inmunológico del individuo produciendo una hipo-
respuesta vacunal (ARGOS, 2015). Los animales de este estudio no presentaban patologías 
sistémicas graves. Sólo dos de ellos presentaban garrapatas y otros dos estaban afectados de 
sarna sarcóptica; los animales fueron tratados frente ambas patologías en cuanto llegaron al 
Albergue Sanitario. Por ello probablemente, los porcentajes de seroconversión no parecen 
haber sido alterados por dichas patologías (Tabla 3). 
 
Tabla 3. Estado de protección frente a rabia en función de otras enfermedades. 
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Tras la vacunación, se podrían producir algunas reacciones adversas como vasculitis cutánea, 
anemia hemolítica inmunomediada, trombocitopenia inmunomediada o poliartritis 
inmunomediada tipo I (ARGOS, 2009). Sin embargo, según los datos que proporcionó el 
veterinario responsable del Albergue, no figura ninguna de estas reacciones en ninguno de los 
animales analizados.   
 
También existen diferencias entre las distintas vacunas comercializadas debido a las distintas 
cepas vacunales que las componen y sus adyuvantes (ARGOS, 2015), a las pautas de 
inmunización (según el número de dosis recomendada sea 1 ó 2) o a la vía de administración, 
ya que la vía intramuscular genera mayor inmunidad humoral que las de vía subcutánea 
(Zhang et al., 2011). En este estudio, todos los animales (al valorar el posible efecto de las 
vacunas, se han excluido aquellos animales que en el momento de la extracción de muestra 
serológica no habían sido vacunados) habían sido vacunados con Etadex, excepto en un caso, 
en el que se había utilizado Novibac. Etadex es una vacuna elaborada con la cepa Flury LEP 
inactivada (valor antigénico > 1 UI /ml) cuya duración es anual. Novibac es también inactivada, 
pero utiliza la cepa Pasteur/RIV (valor antigénico >2UI/ml) y su efectividad alcanza los 3 años. 
A pesar de que, según los datos obtenidos, el porcentaje de animales vacunados 
seroconvertidos con Novibac es de un 100 %, y con Etadex es de un 25 % (Tabla 4), resulta 
imprescindible aumentar el tamaño de la muestra para confirmar el mayor porcentaje de éxito 
que parece ir asociado con Novibac, probablemente debido a que el valor antigénico 
demostrado es mayor. 
 
Tabla 4.Estado de protección en función de la marca comercial de la vacuna utilizada 
 
 
 
 
 
Tras realizar el análisis conjunto de todos los datos anteriormente expuestos, se puede 
concluir que la muestra de cánidos sometidos a estudio presentan unos porcentajes de 
seroconversión menores a lo esperado. Una vez analizados los posibles factores a los que 
podría deberse este bajo estado de protección se ha considerado como posible causa principal 
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el protocolo seguido en el Albergue Sanitario a la llegada de los animales, puesto que el estado 
de estrés supuesto en ese momento no resulta conveniente para la inmunización. De todos 
modos, resulta necesario ampliar el estudio, tanto en el número de cánidos, como en lugares 
de procedencia, para confirmar dicha hipótesis y valorar otras posibles causas. El principal 
problema que se encuentra en relación con esta posibilidad es que los animales vagabundos 
deben de ser sometidos a la desparasitación interna y externa, así como a vacunación frente a 
diferentes microorganismos para evitar la entrada de cualquier patógeno al Albergue. Pero 
todo ello unido al estrés que sufre el animal conlleva una inmunosupresión del perro y 
consecuentemente, una disminución de la respuesta vacunal, y no sólo frente al virus rabia. 
Presumiblemente, estos resultados podrían mejorar si se modificara el protocolo a la entrada 
del animal en el refugio. Por ejemplo, si se llevara a cabo la desparasitación externa recién 
llegado, en la semana 1 la vacunación para cachorros, en la semana 2 una desparasitación 
interna y en la semana 3 la vacunación antirrábica, con revacunación a los 3 meses. Pero este 
tipo de cambios, obviamente, dependen del órgano gestor del Albergue.  
7. Conclusiones 
 
A partir del estudio realizado y en relación con las muestras analizadas, las principales 
conclusiones que se pueden extraer son las siguientes: 
1. El porcentaje de animales analizados que mostraron valores de seroconversión frente al 
virus rabia fue mucho menor que el que no lo alcanzó (29.4 % frente a 70.6 %), llegando sólo 
un animal a superar el valor de 0.5 UI/ml, establecido por la OIE como umbral mínimo que 
representa protección real frente al virus.   
2. El porcentaje de animales que presentaron valores de seroconversión frente al virus rabia 
fue más alto en perros de mayor tamaño(40 %) que en perros de razas medianas (25 %). 
3. Los perros mestizos presentaron el mayor porcentaje de seroconversión frente al virus rabia 
(50 %), mientras que los cruces con perros potencialmente peligrosos no la lograron en ningún 
caso.  
4. Los animales de 3 años presentaron la mayor tasa de seroconversión (75 %). Además, el 
tiempo transcurrido entre la vacunación y la valoración de títulos frente al virus parece influir 
en los resultados de seroconversión puesto que al aumentar se logran mejores tasas de 
protección (50 % cuando este periodo es mayor a un año, frente a 26.7 %, cuando es menor). 
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5. A pesar de que resulta necesario ampliar el estudio a un mayor número de muestras para 
poder confirmarlo, los resultados sugieren que la marca Novibac aumenta el éxito de 
protección en el animal. 
8. Conclusions 
 
As regards the analyzed samples in the present study, the main conclusions that can be drawn 
are the following ones: 
1. The percentage of analyzed animals who showed values of seroconversion against rabies 
virus was much less than that who did not reach it (29.4 % opposite to 70.6 %), going so far as 
only one animal to overcome the value of 0.5 UI/ml, established by the OIE as minimal title 
that represents real protection against the virus. 
2. The percentage of animals who presented values of seroconversion against rabies virus was 
higher in dogs of major size (40 %) than in dogs of medium-sized races (25 %). 
3. Mongrels presented the biggest percentage of seroconversion against rabies virus (50 %), 
while crossings with potentially dangerous dogs achieved it in no cases. 
4. The 3-year-old animals presented the biggest valuation of seroconversion (75 %). Also, the 
time longed between vaccination and anti-rabies title evaluation seems to influence the results 
of seroconversion since, on having increased, there are achieved better valuations of 
protection (50 % when this period is bigger than one year, opposite to 26.7 %, when it is less). 
5. Although it turns out to be necessary to extend the study to a higher number of samples to 
be able to confirm it, the results suggest that Novibac increases the protective success in the 
animal. 
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9. Valoración personal 
La realización de este trabajo ha supuesto tanto una búsqueda de bibliografía científica  como 
un trabajo laboratorial y de análisis de datos, que sin duda resultará muy útil para mi futuro 
profesional. Me ha permitido profundizar en un tema, para mí muy interesante e inexplorado 
como es la Rabia, y más concretamente la eficacia vacunal en una población de perros de 
Zaragoza. Sobre todo después de conocer los resultados analíticos. 
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12.  Anexos 
Anexo I- Cepas vacunales de la rabia.  
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Anexo II-  Oferta europea y de España en vacunas frente a la rabia, para animales. 
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Anexo III- Guía de vacunación canina. 
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Anexo  IV - Protocolo de ensayo 
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Anexo V- Cálculo e interpretación de los resultados 
 
Anexo VI-  Interpretación de los análisis 
